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1 Resumé 
Cancerstamcelleteorien er en hypotese, som kan forklare forekomst, udvikling og gendannelse af 
tumorer. Tilbagefald efter behandling kan potentielt forklares gennem cancerstamcelleteorien. 
Teorien baseres på, at cancertumorer initieres og næres af cancerceller med stamcellelignende 
egenskaber, såkaldte cancerstamceller. Overfladereceptoren Lgr5 er overudtrykt i koloncancer og 
kan være anvendelig som cancerstamcellemarkør. Lgr5 har desuden en indvirkning på aktiviteten af 
proliferationssignalvejen Wnt. I dette projekt beskrives indflydelsen af Lgr5-udtrykkelse på 
udvikling af koloncancer gennem Wnt-signalvejen, samt hvordan Lgr5+-celler kan anvendes til 
prognosticering og behandling. Projektet konkluderer, at Wnt-signalvejen formentlig er under 
selvkontrol, hvor et overudtryk af Lgr5 nedregulerer signalvejen. Derfor udtrykker Lgr5+-
cancerstamceller formentlig ikke højere niveauer af Lgr5 end normale stamceller men udtrykker 
derimod normale niveauer, som potentielt kan medvirke til at bibeholde Lgr5+-cancerstamceller i 
et prolifererende stadie. Overudtrykkelse af Lgr5 i tumorer kan muligvis i stedet observeres ved et 
større antal cancerstamceller, som udtrykker Lgr5. Lgr5 er set overudtrykt i flere stadier af 
karcinogenese, mens placeringen af Lgr5+-celler i tumoren kan være specifik for de enkelte stadier. 
Hvis der forskes yderligere i udtrykkelsesmønsteret, kan det eventuelt anvendes til prognosticering. 
Hvorvidt Lgr5-udtrykkelsen har en relation til patientoverlevelse er ikke entydigt, men videre 
undersøgelser vil formentlig kunne bestemme sammenhængen. Et sammensat target vil potentielt 
kunne anvendes til behandling for at ramme cancerstamcellerne mere specifikt.  
 
  
  
 
2 Abstract 
The theory of cancer stem cells is a new hypothesis that can explain the existence, progression, and 
recurrence of tumours. Relapse after therapy can potentially be explained through the cancer stem 
cell theory. The theory states that cancer cells with stem cell-like properties are the origin of 
tumours and reason for relapse of cancer, so-called cancer stem cells. The surface receptor Lgr5 has 
been proposed as an intestinal stem cell marker and has been found to be over expressed in colon 
cancer suggesting that it might be a cancer stem cell marker as well. Furthermore, Lgr5 has an 
effect on the activity of the proliferative Wnt signalling pathway. This project reviews the influence 
of Lgr5 expression on the development of colon cancer through the Wnt signalling pathway. 
Additionally it is reviewed how Lgr5+ cells can be used as a prognostic and a therapeutic marker. It 
appears that the Wnt signalling pathway has a self-control mechanism in which an expression of 
Lgr5 down regulates the pathway. Therefore it is probable that Lgr5+ cancer stem cells do not 
exhibit higher levels of Lgr5 than normal stem cells. On the contrary cancer stem cells might 
express normal levels of Lgr5, which could help to maintain the proliferating state of Lgr5+ cancer 
stem cells. Over expression of Lgr5 in tumors may instead be observed by a large number of cancer 
stem cells that express Lgr5. Lgr5 is seen over expressed in several stages of carcinogenesis, while 
the location of Lgr5+ cells in the tumor may be specific to each stage. Further research is needed to 
confirm the prognostic value of the Lgr5 expression pattern. The correlation between Lgr5-
expression and patient survival is not clear but further studies could clarify the connection. A 
composed target may be used for targeting cancer stem cells more specifically as a new cancer 
treatment strategy. 
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3 Indledning 
Næsten 3000 danskere rammes årligt af koloncancer og cirka 1400 heraf dør (Pedersen et al, 2013). 
Behandling af koloncancer indeholder traditionelt kemoterapi for at sikre, at tilbageblevne 
cancerceller bliver tilintetgjort. Der ses dog stadig eksempler på tilbagefald af koloncancer efter 
behandling (Review: Soltanian & Matin, 2011). Tilbagefald af cancer indikerer, at cancercellerne 
har en overlevelsesstrategi, der medfører, at de ikke rammes af kemoterapi (Reviews: Todaro et al, 
2010; Vaiopoulos et al, 2012). En mulig forklaring af tilbagefald præsenteres gennem 
cancerstamcelleteorien. Cancerstamceller kan være årsagen til resistens overfor kemobehandling og 
udvikling af nye tumorer. Teorien baseres på, at der findes muterede celler, forskellige fra 
”normale” cancerceller, med stamcellelignende egenskaber, der både kan være ophav til og nære 
tumorer (Review: Reya et al, 2001; Barker et al, 2009). Cancerstamcellerne er derfor et interessant 
forskningsfelt for udvikling af fremtidige prognosticerings- og behandlings strategier.  
 
For at benytte cancerstamcellerne til prognosticering eller behandling, er det nødvendigt med 
yderligere viden inden for området. Et karakteristika ved cancerstamceller er specifikke 
proteinmarkører, der forventes at være unikke eller overudtrykt i cancerstamceller. Disse 
markører kan udnyttes til indikation af koloncancer og kan måske yderligere anvendes til  
behandling (Review: Huang & Wicha, 2008). 
En mulig cancerstamcellemarkør er Leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5, 
Lgr5, som dette projekt tager udgangspunkt i. Lgr5 har vist sig at være overudtrykt i en række 
tumorer, heriblandt koloncancer (Uchida et al, 2010), men det er endnu ikke klart hvilken rolle 
markøren har i tumorudvikling. Lgr5 er oplagt at undersøge, da det er en overflademarkør (Hsu et 
al, 1998), hvilket gør den velegnet til identificering af cancerstamceller.  
Studier af mus har vist, at Lgr5-positive celler har stamcellepotentiale, da Lgr5-proteinet er udtrykt 
i fostret før fødslen i næsten alle væv samt i stamcellerne i kolon hos voksne mus (Barker et al, 
2007). Yderligere er det set, at en Lgr5-nul fænotype har fatale konsekvenser for mus (Morita et al, 
2004). Resultaterne indikerer, at Lgr5 har en essentiel rolle i embryonal udvikling. Studier viser 
desuden at overekspression af Lgr5 i stamceller kan have en sammenhæng med øget celledeling og 
tumorudvikling (Barker et al, 2007). 
 
Wnt-signalvejen er med til at justere celleproliferation (Review: Reya & Clevers, 2005; Alberts et 
al, 2008). Lgr5 er et targetgen for Wnt-signalvejen og proteinet Lgr5 er en receptor, der har 
indvirkning på Wnt-signalvejen. Sammenhængen mellem Lgr5 og Wnt-signalering er endnu ikke 
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forstået i dybden, men det foreslås, at et ureguleret samspil mellem protein og signalvej indgår i 
udvikling af tumorer (Review: Reya & Clevers, 2005; Carmon et al, 2011). Sammenhængen 
mellem Wnt-signalvejen og Lgr5 er et fokuspunkt for projektet og yderligere undersøges det, 
hvordan markøren Lgr5 potentielt kan anvendes som en prognostisk markør samt til behandling af 
koloncancer. 
3.1 Problemformulering 
Hvilken indvirkning har Lgr5+-cancerstamceller på udvikling af koloncancer gennem Wnt-
signalering? Hvordan kan stamcellemarkøren Lgr5 anvendes til prognosticering og behandling af 
koloncancer?     
3.2 Fokuspunkter 
Projektet fokuserer på den -catenin-medierede Wnt-signalvej, også kaldet den kanoniske 
signalvej, der i rapporten omtales Wnt-signalvejen. Signalvejen aktiverer transskriptionen af Lgr5, 
som er en mulig markør for koloncancer. Projektet beskriver derfor ikke andre signalveje eller 
stamcellemarkører i detaljer. Flere studier anvendt i projektet er undersøgelser fra tyndtarmen og 
mus. Resultaterne antages at gøre sig gældende for det humane kolon. Projektet antager 
eksempelvis, at panethsignaler forekommer i kolon. Projektet fokuserer udelukkende på sporadisk 
koloncancer. I henhold til adenom-karcinom modellen, fokuserer projektet kun på det første trin 
med APC-mutation. Mutationer i andre trin beskrives ikke. 
3.3 Målgruppe 
Følgende rapport henvender sig til personer med interesse for molekylær- og medicinalbiologi, 
koloncancer og cancerstamcelleterapi. En grundlæggende viden inden for molekylærbiologi kræves 
for forståelsen af rapporten.  
3.4 Læsevejledning 
Forkortelser i rapporten skrives ud første gang, efterfulgt af forkortelsen. Eksempelvis ”Leucine-
rich repeat-containing G-protein-coupled receptor 5, Lgr5”. Der skelnes mellem gener og 
proteiner ved at skrive gener i kursiv, såsom Lgr5. Lgr5+-celler refererer til celler, der udtrykker 
Lgr5, mens Lgr5--celler angiver ingen udtrykkelse af Lgr5. Krypter i kolon henviser til de 
Lieberkühnske krypter. Fagtermer er så vidt muligt oversat til dansk, dog er der enkelte tilfælde 
hvor det engelske ord er bibeholdt. 
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4 Baggrundsviden 
4.1 Koloncancer 
Cancer forekommer i enten sporadisk eller arvelig form. Begge typer er karakteriseret ved en 
ophobning af mutationer i epitelcellerne i krypterne (se Appendix: Kolon). Mange 
cancerfremkaldende mutationer deregulerer specifikke signalveje (Alberts et al, 2008). En 
undersøgelse af de specifikke ændringer kan lede til udviklingen af mere målrettet terapi. Dette kan 
for eksempel være mutationer i tumorsupressorgenet adenomatous polyposis coli, APC, der har 
indflydelse på Wnt-signalvejen og opfattes som en af de initierende begivenheder i sporadisk 
koloncancer (Korinek et al, 1997; Morin et al, 1997). Konsekvenser af mutationer i APC beskrives 
yderligere i afsnit 4.4.1. Mutationerne i APC kan lede til en ophobning af epitelceller i kolon, der 
resulterer i en såkaldt polyp, som kan udvikles til en malign tumor (Preston et al, 2003). Polypper 
forekommer typisk flere år inden koloncancer diagnosticeres. En polyp, der har risiko for at 
udvikles til en malign tumor, kaldes et adenom (Alberts et al, 2008). 
Sværhedsgraden af tumorer klassificeres gennem TNM systemet (Bernstein et al, 2009). Systemet 
beskriver hvor canceren er lokaliseret og om den har spredt sig. TNM står for Tumor, lymfeknuder 
(Nodes) og Metastaser, hvor T beskriver henholdsvis omfanget af spredningen gennem lagene i 
kolon fra mucosa til serosa, N indikerer om canceren har spredt sig til de nærliggende lymfeknuder 
og M er et udtryk for, om der er metastaser i fjerne organer såsom leveren eller lungerne (Figur 1) 
(Sobin et al, 2009). Tal efter T, N eller M giver flere detaljer om hver af disse faktorer, hvor 0 til 4 
indikerer en stigende sværhedsgrad (Tabel 1) (Sobin et al, 2009). 
 
 
Figur 1 Stadieinddeling i koloncancer ud fra TNM. T1-T4 indikerer hvor dybt i lagene fra mucosa til 
serosa tumoren har bredt sig. Ved N1 har tumoren spredt sig til Lymfeknuderne og M1 betegner forekomsten 
af metastaser (ikke på figur) (Modificeret fra Abeloff et al, 2008). 
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Tabel 1 Stadieinddeling af TNM-systemet (Bernstein et al, 2009) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2 Cancerstamceller 
Der findes to teorier om hvorledes cancer opstår og udvikles, den traditionelle cancerteori og 
cancerstamcelleteorien (afsnit 4.2.4). Følgende afsnit beskriver stamceller og cancerstamceller med 
henblik på at opnå en forståelse af de to teorier. 
4.2.1 Stamceller 
De fleste væv undergår hyppige celledelinger for at vedligeholde masse og struktur. Processen 
varetages af en lille gruppe langtidslevende stamceller (Review: Dalerba et al, 2007). Stamceller er 
udifferentierede celler, hvilket vil sige, at de endnu ikke er færdigudviklet til at varetage en specifik 
funktion (Reviews: Reya et al, 2001; Morrison & Kimble, 2006). De er defineret som celler, der 
har evne til at selvforny samt at give ophav til differentierede celletyper ved celledeling. 
Udifferentierede stamceller har evnen til at udvikles til en hvilken som helst celle (Review: Yu et al, 
2012). Definitionen på en stamcelle er opsummeret i  
Tabel 2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Stadie Tumor Lymfeknuder Metastaser 
I T2 0 0 
IIA T3 0 0 
IIB T4 0 0 
IIIA T1-T3 N1 0 
IIIB T3-T4 N1 0 
IIIC Alle T-stadier N2 0 
IV Alle T-stadier Alle N-stadier M1 
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Tabel 2 (inspireret af Review: Dalerba et al, 2007) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ved selvfornyelse dannes enten to nye stamceller eller en ny stamcelle og en tidlig progenitorcelle 
ved celledeling. Når stamceller selvfornyes og differentieres, mister de gradvist deres potentiale til 
at selvforny. Når den tidlige progenitorcelle selvfornyer dannes en ny progenitorcelle, som ikke 
længere kan selvforny men kun dele sig (Review: Reya et al, 2001). Gennem differentieringen 
udvikler afkommet en bestemt funktion og struktur, der er specifik for det væv, de skal indgå i. 
Vævet erstattes kontinuerligt af nye celler, som udvikler sig fra udifferentierede stamceller 
(Review: Dalerba et al, 2007). Når stamcellen er underlagt homeostatisk kontrol, styres celledeling 
således, at der sker en vedligeholdelse af de væv, der har brug for nye celler, uden at producere for 
mange af en bestemt type celler. Hermed instrueres cellen i hvilke delinger den skal påbegynde. 
Celledeling kan være enten symmetrisk eller asymmetrisk. Ved symmetrisk celledeling dannes to 
nye datterceller, hvor begge enten er stamceller eller progenitorceller (Figur 2a) (Sell, 2004; 
Reviews: Morrison & Kimble, 2006; Garg, 2012). Ved asymmetrisk celledeling har dattercellerne 
ikke ens potentiale. Den ene celle kan differentieres, mens den anden er en stamcelle identisk med 
den originale, se Figur 2b.  
 
Definition på stamceller 
 
Selvfornyelse 
 
Cellen skal kunne selvforny for at opretholde 
stamcellepuljen. 
 
Differentiering 
 
Cellen skal være i stand til at differentiere og 
producere heterogent afkom. 
Homeostatisk kontrol 
 
Cellen skal være underlagt homeostatisk kontrol, for 
at modulere og balancere differentiering og 
selvfornyelse i forhold til miljø og genetisk påvirkning. 
 
Figur 2 Symmetrisk og asymmetrisk celledeling. A Ved symmetrisk celledeling dannes to nye datterceller 
med ens potentiale. Begge datterceller er enten stamceller eller progenitorceller. B Ved asymmetrisk celledeling 
er dattercellerne forskellige, hvilket vil sige, at den ene celle er en progenitorcelle, mens den anden er en 
stamcelle identisk med den originale (Modificeret fra Review: Morrison & Kimble, 2006). 
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Stamceller kan inddeles i fire forskellige typer afhængigt af differentieringspotentiale, toti-, pluri-, 
multi- og unipotente stamceller. Totipotente stamceller er mindst differentierede og kan udvikles 
til alle celletyper i en organisme. Pluripotente stamceller kan producere de fleste celler, som udgør 
en organisme, undtagen placenta. Embryonale stamceller er pluripotente. Multipotente stamceller 
er yderligere differentierede. De kan kun producere nærtbeslægtede celler og har potentiale til at 
udvikles til vævsspecifikke celletyper (Sell, 2004; Verdeil et al, 2007). Multipotente stamceller 
findes i alle væv gennem hele livet. Deres formål er at vedligeholde vævene ved at erstatte døde 
celler og reparere ødelagt væv (Review: Cervello & Simón, 2009). Unipotente stamceller kan kun 
selvforny og ikke differentiere til andre end én type celler (Verdeil et al, 2007). De forskellige 
stamcelletyper er opsummeret i  
Tabel 3.  
Tabel 3 Stamcelletyper. 
 
4.2.2 Celletyper i kolon 
Fire typer differentieret afkom kan generes ud fra de multipotente stamceller i kolonkrypterne 
(Alberts et al, 2008). I Tabel 4, gives et overblik over de differentierede cellertyper. 
 
Tabel 4 Celletyper i epitellaget. 
Enterocytter Gobletceller Panethceller 
Enteroendokrine 
celler 
 
Absorberer vand og salte 
(Review: Todaro et al, 2010) 
 
Udskiller mucus 
som beskytter og 
smører tarmvæggen 
(Review: Todaro et al, 
2010) 
 
En del af det 
medfødte 
immunforsvar. 
Udskiller et 
bakteriedræbende 
protein (Marshman et al, 
2002; Alberts et al, 2008) 
 
Udskiller 
peptidhormoner 
(Review: Todaro et al, 
2010). 
 
Stamcelletyper 
Totipotente 
Kan udvikles til alle differentierede celletyper i en organisme (Verdeil et 
al, 2007).  
Pluripotente 
Kan producere alle celler der udgør en organisme, bortset fra placenta 
(Verdeil et al, 2007). 
Multipotente Producerer kun nærtbeslægtede celler (Verdeil et al, 2007). 
Unipotente Kan kun selvforny og producere én slags celler (Verdeil et al, 2007). 
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Enterocytter, gobletceller og enterendokrine celler, migrerer fra stamcelleregionen mod lumen når 
de differentieres (Figur 3). De differentierede celler når toppen af krypten efter to til fem dage i 
mus (Barker et al, 2007). Her starter første stadie af apoptose, hvorefter de kasseres ud i lumen 
(Review: Medema & Vermeulen, 2011). Modsat de førnævnte celletyper, produceres der få 
panethceller, som kun befinder sig i bunden af krypten. De erstattes cirka hver tyvende dag i mus, 
før de undergår apoptose og fagocyteres af nærtliggende celler (Alberts et al, 2008). Stamceller 
forbliver i bunden af krypten, hvor de er placeret mellem panethcellerne (Marshman et al, 2002).  
 
 
 
4.2.3 Stamcellenicher 
Det omkringliggende miljø er et vigtigt element for udviklingen af cancerstamceller, såvel som 
normale stamceller. Stamceller befinder sig i et bestemt og unikt mikromiljø, som udgør nichen. 
Stamcellers deling og specialisering påvirkes af nichen. Nicherne indbefatter de signaler, der sendes 
og modtages. Det er et specialliseret mikromiljø, som indeholder de rette betingelser for, at 
stamceller kan overleve. Miljøet sikrer opretholdelsen af homeostase (Reviews: Eshghi & Schaffer, 
2008; Morrison & Spradling, 2008). 
 
Flere studier påviser at nicher er vigtige for korrekt udvikling og vedligeholdelse af antallet af 
stamceller (Bastide et al, 2007; Pellegrinet et al, 2011; Sato et al, 2011). Nicher understøtter 
stamcellestadiet (Review: Borovsko et al, 2011), samtidig med at de regulerer stamcellernes 
Figur 3  Celletyper i krypten. Stamceller (rød) og panethceller (grå) ses i bunden af krypten. 
Progenitorceller (orange) findes langs kryptvæggen, hvor enterocytter (blå), enteroendokrine (grøn) og 
goblet celler (mørkegrøn) befinder sig øverst (Modificeret fra Review: Jiang & Edgar, 2012) 
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selvfornyelse, differentiering og hvorvidt de indtræder i den symmetriske eller assymmetriske 
deling. Stamcellenicher har derfor en vigtig rolle i reguleringen af antal datterceller, som 
bibeholder stamcelleidentitet og i blokeringen af uønsket proliferation af stamcellepuljen (Review: 
Haegebarth & Clevers, 2009).  
4.2.4 Cancerstamcelleteorien 
Cancerstamceller har flere karakteristika tilfælles med stamceller. Begge celletyper kan selvforny og 
begge typer kan differentieres (Review: Pardal et al, 2003). Stamceller er nødvendige for 
vedligeholdelsen af specialiserede celler og organer, mens cancerstamceller, ifølge 
cancerstamcelleteorien, er nødvendige for cancercelleproliferation, så tumorer vedligeholdes 
(Barker et al, 2009). Tre egenskaber er essentielle for cancerstamcellepopulationer, se Tabel 5. 
 
Tabel 5 Egenskaber for cancerstamceller. 
 
Egenskaber for cancerstamceller 
Metastasering  
 
Cancerstamceller kan metastasere. Da kun en lille mængde af cellerne 
i tumoren er udgjort af cancerstamceller, er der ikke mange celler i 
tumoren, der er i stand til at metastasere (Review: Dalerba et al, 2007).  
Markører 
Cancerstamceller overudtrykker bestemte markører, der gør dem 
fænotypisk forskellige fra både cancerceller og normale celler (Review: 
Dalerba et al, 2007). 
Heterogen fænotype 
Tumorer groet fra cancerstamceller indeholder en population af både 
tumorproducerende og ikke-tumorproducerende cancerceller. Meta-
staser har derfor den samme heterogene fænotype, som hos 
primærtumoren (Review: Dalerba et al, 2007).  
 
 
Der er i øjeblikket debat om hvorvidt cancer udvikles ifølge den traditionelle cancerteori eller 
cancerstamcelleteorien (Tabel 6) (Foremann et al, 2009). 
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Tabel 6 (inspireret af Odoux et al, 2008) 
Teorier for udvikling af cancer 
Traditionel cancerteori 
 
Populationer af celler erhverver specifikke somatiske mutationer 
og udvikler evnen til at danne tumorer og metastaser. 
 
Cancerstamcelleteorien  
 
Primærtumorer og metastaser initieres af få cancerstamceller. 
 
Den traditionelle cancerteori bygger på, at cellesammensætningen i hver tumor påvirkes af 
tumorens placering og at metastaser derfor er fænotypisk forskellig fra primærtumoren (Figur 4a). 
Der er foretaget observationer af cellesammensætning af primærtumor og metastaser i samme 
patient, hvor det viste sig, at cellesammensætning var den samme (Figur 4b), hvilket støtter op om 
cancerstamcelleteorien (Review: Dalerba et al, 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ifølge cancerstamcelleteorien kan en tumor sammenlignes med et dysfunktionelt og abnormt organ 
med en heterogen cellesammensætning (Yan et al, 2004; Review: Clarke & Fuller, 2006), der 
opretholdes af en lille population af langtidslevende cancerstamceller (Reviews: Reya et al, 2001; 
Delarba et al, 2007).  
Det er endnu ikke fastlagt med sikkerhed hvilken genetisk forskel der er mellem cancerstamceller 
og almindelige stamceller fra det tilsvarende væv. Det vides desuden ikke, om cancerstamceller er 
Figur 4 Metastaser fra primære tumorer. a Den traditionelle cancerteori. Kun udvalgte kloner 
(mørkegrå) kan migrere og danne metastaser. De resterende celler fra primærtumoren (lysegrå) 
undergår apoptose. Cellerne er homogene med dem i primærtumoren, men kan akkumulere flere 
mutationer i nye celler i metastasen (mønstrede). Metastasen får således en anden fænotype end 
primærtumoren. b Cancerstamcelleteorien. Kun cancerstamceller (mørkegrå) kan migrere og danne 
metastaser. De resterende celler fra primærtumoren (lysegrå og mellemgrå) undergår apoptose. 
Metastasen er derfor homogen med primærtumoren (Modificeret fra Review: Dalerba et al, 2007).   
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udviklet fra somatiske stamceller eller fra de tidlige faser af deres afkom (Review: Dalerba et al, 
2007).  
 
Ligesom almindelige stamceller, befinder cancerstamceller sig i en niche, som kontrollerer 
cellernes selvfornyelse, differentiering og proliferation (Review: Borovski et al, 2011). Ved 
metastasering bestemmes lokaliseringen af den sekundære tumor af mikromiljøet og kaldes for 
metastasenichen. Det menes derfor, at mikromiljøet har afgørende betydning for primærtumor 
udvikling såvel som metastaseformationen (Review: Haegebarth & Clevers, 2009). 
 
Stamceller er i stand til at forlænge deres telomerer i enden af deres kromosomer. Det sker ved 
hjælp af enzymet, human telomerase revers transkriptase, hTERT (Yan et al, 2004). Det betyder, at 
stamcellen efter hver celledeling, kan forlænge deres telomerer og derved sikre ubegrænset 
replikation. Stamceller er derfor i princippet udødelige. Det er blevet vist, at subpopulationer af 
cancerstamceller også producerer hTERT (Review: Delerba et al, 2007). hTERT-ekspression 
nedarves af stamceller ved selvfornyelse, men tabes ved differentiering, både i normalt væv og i 
tumorvæv (Sharma et al, 1995). Produktionen af hTERT i cancercellepopulationer og 
homogeniteten mellem primærtumor og metastase understøtter yderligere cancerstamcelleteorien.  
 
4.2.5 Målrettet behandling af cancerstamceller 
De fleste behandlinger for cancer er rettet mod cancerceller og påvirker derfor ikke 
cancerstamceller. Metoderne kan dræbe størstedelen af tumorcellerne og sikre en midlertidig 
regression men forhindrer ikke tilbagefald og metastasering (Review: Dalerba et al, 2007). Både 
stamceller og cancerstamceller befinder sig hovedsageligt i et ikke-delende stadie. Cancerstamceller 
menes derfor at være relativt resistente over for kemoterapi til forskel fra normale celler, 
progentiorceller og cancerceller, da cancerstamcellerne undviger de traditionelle metoder som 
rammer stærkt prolifererende celler (Reviews: Haegebarth & Clevers, 2009; Soltanian & Matin, 
2011).  
Cancerstamceller findes i et meget lille antal og det er derfor endnu ikke muligt at registrere, om 
der stadig er cancerstamceller tilbage efter en behandling. Hvis der er tilbageblevne cancerceller, vil 
disse dø efter kort tid, da de ikke kan selvforny. Hvis der derimod er tilbageværende 
cancerstamceller, kan der udvikles nye tumorer, hvilket kan være årsag til tilbagefald af canceren 
(Figur 5) (Reviews: Jordan et al, 2006; Bomken et al, 2010). 
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4.3 Lgr5: en mulig cancerstamcellemarkør   
Bestemte proteinmarkører kan udnyttes til at påvise differentieringsmønstret og tilstedeværelsen af 
cancerstamceller. Lgr5 er en overfladereceptor (Sasaki et al, 2010) og er forslået som en mulig 
markør for intestinale cancerstamceller (Review: Barker & Clevers, 2010). Lgr5 blev identificeret 
af Hsu og kolleger i 1998 og består af 907 aminosyrer. Lgr5 er udtrykt i blandt andet hårsække, 
hjernen og i membranen på stamceller i bunden af krypterne i kolon og tyndtarmen (Barker et al, 
2007). Derudover er Lgr5 både udtrykt i de multipotente stamceller i kolon samt tilsyneladende i 
koloncancerstamceller (Barker et al, 2007; Review: Haegebarth & Clevers, 2009). Lgr5 har en stor 
ekstracellulær N-terminal med 17 Leucin-rige gentagelser, som hver indeholder 24 aminosyrer og 
er en del af G-protein coupled receptor familien, også kaldet en syv-transmembran domæne 
receptor (Hsu et al, 1998). Navnet indikerer, at proteinet penetrerer cellemembranen syv gange 
(Figur 6). I forbindelse med identificeringen af Lgr5 i 1998, viste Hsu og kolleger, at Leucin-rige 
gentagelsesområder i hormonlignende receptorer er essentielle for ligandbinding. Det viste sig også 
at liganden for Lgr5, Roof plate-specific spondin1, R-spondin1, binder til Lgr5-receptoren i det 
Leucin-rige gentagelsesområde og medvirker til aktiveringen af den såkaldte Wnt-signalvej. Lgr5 er 
Figur 5 Targeting af celler i cancerbehandling. a 
Behandling rettet mod cancerceller. Tumoren reduceres i 
størrelse, men cancerstamceller forårsager tilbagefald. b 
Behandling rettet mod cancerstamceller. Tumorens 
vækstpotentiale fjernes og tumoren mindskes (Modificeret fra 
Review: Dalerba et al, 2007). 
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desuden et targetgen for Wnt-signalvejen (Review: Haegebarth & Clevers, 2009), som beskrives i 
det efterfølgende afsnit.  
 
 
 
 
4.4 Wnt-signalering 
Wnt-signalvejen er et netværk af proteiner, som har indflydelse på lokal cellekommunikation og på 
udvikling af organismen (Review: Nusse & Varmus, 1992; Pinto et al, 2003). Aktiviteten af Wnt-
signalvejen har blandt andet indflydelse på stamcelleproliferation (Review: Reya & Clevers, 2005; 
Fevr et al, 2007). I signalvejen overføres signaler fra receptorer, heriblandt Lgr5, til cellens kerne, 
hvor signalet initierer en ekspression af targetgener (Pinto et al, 2003). Wnt-signalering 
vedligeholder celleproliferation i kryptcellerne. Et ophør af Wnt-signalering fører til mangel på 
progenitorceller og kryptstruktur, da cellerne forhindres i at dele sig (van de Wetering et al, 2002; 
Fevr et al, 2007). I stedet ses mange fuldt differentierede ikke-delende celler (van de Wetering et 
al, 2002). Overaktivering af Wnt-signalvejen fører desuden til et stort antal prolifererende 
kryptceller og et formindsket antal endeligt differentierede celler (van der Wetering et al, 2002). 
Wnt-signalvejen vedligeholder derfor homeostase og har afgørende betydning for organiseringen af 
stamcellesystemet (Fevr et al, 2007).  
 
Den β-catenin-afhængige Wnt-signalvej påvirker cellekommunikation og proliferation ved 
regulering af β-catenin-proteolyse. Signalvejen regulerer tilstedeværelsen af frit β-catenin ved 
Figur 6 Formodet Lgr5-struktur. N-terminalen ses ekstracellulært med de 
Leucin-rige gentagelser. I cellemembranen ses de syv transmembrane 
penetreringer som udgør det syv-transmembrane domæne. C-terminalen ses 
intracellulært (Modificeret fra Review: Barker & Clevers, 2010). 
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binding af Wnt-proteiner til et receptorkompleks bestående af receptoren Frizzled og co-
receptoren lipoprotein receptor-related protein, LRP (Figur 7) (Review: Schuijers & Clevers, 
2012). 
Frizzled-receptoren indeholder, ligesom Lgr5, syv hydrofobiske domæner og et cysteinrigt 
domæne, som indgår i ligandbindinger (Gregorieff et al, 2005). Ved aktivering viderefører 
komplekset et signal til proteinet Dishevelled, der inaktiverer Glycogen synthase kinase-3β, GSK-
3β. Ved en inaktiv Wnt-signalvej indgår GSK-3β i et degraderingskompleks med proteinerne Axin 
og APC, som tilsammen danner APC-axin-GSK-3β-komplekset. Komplekset binder og fosforylerer 
β-catenin, hvorved det bliver markeret til nedbrydning af proteasomer. Ved en aktiv Wnt-
signalering inaktiveres GSK-3β, så β-catenin ikke bliver fosforyleret og forbliver stabilt. Det stabile 
β-catenin  akkumuleres i cytosol og translokeres til nukleus. Her fungerer β-catenin som en co-
aktivator for transskriptionen af Wnt-targetgener ved binding til DNA-bindende 
transskriptionsfaktorer LEF-1/TCF (Review: Schuijers & Clevers, 2012). Transskriptionen af Wnt-
targetgener undertrykkes i en inaktiv Wnt-signalvej af  LEF-1/TCF’s association med co-
repressoren Groucho. Ved akkumulering af β-catenin i cytoplasma og nukleus bliver Groucho 
erstattet af β-catenin, der her fungerer som en transskriptionsfaktor (Alberts et al, 2008). Wnt-
signalvejen kan aktivere transskriptionen af mindst 80 forskellige gener (Van der Flier et al, 2007). 
Uden Wnt-liganden vil GSK-3β forblive aktivt, hvilket resulterer i en konstant nedbrydning af β-
catenin og dermed ingen transskribering af targetgenerne (Gregorieff et al, 2005; Yang et al, 2006).  
 
Figur 7 Wnt-signalvejen. a Inaktiv Wnt-signalvej uden Wnt-ligander. b Aktiv Wnt-signalvej med Wnt-ligander. Når 
cellen ikke modtager signal fra Wnt-signalvejen er β-catenin bundet og de frie β-cateniner bliver nedbrudt. Når Wnt-
proteiner binder til Frizzled-LRP-komplekset frigives β-catenin og kan flyttes ind i nukleus, hvor det sammen med 
LEF-1/TCF starter transskriptionen af bestemte gener (Egenproduktion, inspireret af Schuijers & Clevers, 2012). 
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Deregulering af Wnt-signalvejen betragtes som en indledende begivenhed til kolorektalcancer 
(Hadjihannas et al, 2006). Wnt-signalvejen ændres, når en eller flere af delprocesserne ikke længere 
er under cellens kontrol. Da den primære funktion af Wnt-signalvejen er at stabilisere mængden af 
β-catenin i cytoplasma, hvormed der bliver ført kontrol med ekspressionen af Wnt-targetgener, 
kan alle mutationer, der hindrer denne kontrol, være potentielt cancerfremkaldende (Hadjihannas 
et al, 2006). 
Tumorsuppressorproteinerne APC og Axin medvirker til destabiliseringen af β-catenin. 
Mutationer, der medfører fejl i funktionen af deres respektive gener, APC og Axin2, leder derfor til 
ophobning af β-catenin (Rubinfeld et al, 1993; Su et al, 1993; Korinek et al, 1997; Liu et al, 2000). 
Mutationerne ses i langt de fleste forekomster af sporadisk koloncancer og forklarer koloncancers 
udvikling fra polyp til karcinom (Miyoshi et al, 1992; Powell et al, 1992). En af det mest 
almindelige mutationer i koloncancer er mutationer, der medfører inaktivering af 
tumorsupressorgenet APC (Review: Markowitz & Bertagnolli, 2009).  
 
4.4.1 APC 
I 1988 introducerede Vogelstein en model for kolorektal karcinogenese – en progression fra 
normalt epitel til karcinom (Figur 8) (Review: Vogelstein et al, 1988). Vogelsteins model, også 
kaldet adenom-karcinom modellen, tager udgangspunkt i at trinvise mutationer udvikler en normal 
celle til malign tumorcelle. Det foreslås, at mutationerne ophobes og at det er bestemte essentielle 
mutationer, der kan udvikle en tumor fra et stadie til det næste. I modellen antages det, at en APC-
mutation forekommer i første stadie af karcinogenese processen (Review: Vogelstein et al, 1988). 
Mutationen forekommer i op til 80 % af adenomer og karcinomer i kolorektalcancer (Powell et al, 
1992), hvilket betyder, at den ikke er obligatorisk for tumorudvikling, men dog ofte ses i 
koloncancer.  
 
 
 
 
 
    Tidlig adenom         Intermedieret          Sent adenom             Karcinom                 Metastase               
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxadenom
     Normalt epitel
Mutation i APC
Figur 8 Vogelsteins model. Karcinomer udvikles igennem en række genetiske 
ændringer, der involverer onkogener og tumorsupressorgener. På figuren er de forskellige 
stadier af cancer afbildet. Første mutation sker i APC. I efterfølgende trin sker der 
yderligere mutationer, som i sidste ende fører til dannelsen af et karcinom, der kan udvikle 
evne til at metastasere (Modificeret fra Review: Davies et al, 2005) 
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Et tab af APC-tumorsuppressorfunktionen menes at initiere adenom-karcinom-modellen (Fearon & 
Vogelstein, 1990) muligvis gennem aktivering af Wnt-signalering (Morin et al, 1997). En præmis 
for modellen er, at de ændringer, der i sidste ende leder til koloncancer, forekommer i en enkelt 
celle og ikke i flere celler samtidigt. De genetiske ændringer som cellen erhverver sig, giver den en 
overlevelsesfordel (Review: Lengauer et al, 1998). Ifølge teorien kan en inaktivering af 
tumorsupressorgener medvirke til en permanent ubalance i proliferation og apoptose, mens 
mutationer i andre gener end tumorsupressorgenerne ikke medfører en langvarig virkning (Review: 
Bienz & Clevers, 2000). Vogelsteins adenom-karcinom-model har medvirket til forståelsen af de 
processer der sker i udviklingen af en tumor og den trinvise vej til koloncancer.  
 23 
 
5 Studier af Wnt-signalvejen og Lgr5 
5.1 Wnt-signalvejen og cancer 
Hvorvidt Wnt-signalering påvirker udvikling af cancer kan efterforskes ved at undersøge, om der er 
en sammenhæng mellem cellers karcinogene egenskaber og aktiviteten af Wnt-signalvejen. Flere 
studier viser, at Wnt-signalvejen har indflydelse på cellers proliferation og differentiering (Pinto et 
al, 2003; Fevr et al, 2007).  
β-catenin er med til at opregulere transskription af Wnt-targetgener og der er eksempler på, at 
patienter med sporadisk kolorektalcancer har mutationer i ß-catenin (Morin et al, 1997; Rubinfeld et 
al, 1997). Morin et al (1997) viste, at inaktivering af APC initierer kolorektal tumorvækst samt, at 
kolorektale tumorer med intakte APC-gener ofte indeholder mutationer i ß-catenin i stedet. Dette 
tyder på, at der er en vigtig sammenhæng mellem β-catenin og APC, samt at de to gener er 
essentielle for cellers udvikling til maligne cancerceller (Morin et al, 1997). Korinek et al (1997) 
foreslår, at en aktivering af Wnt-signalvejen, forårsaget af mistet APC-funktion, kan være essentiel 
for tidlig transformering af epitelcellerne i kolon. Når APC ikke er udtrykt, ses der et stabilt β-
catenin-TCF-kompleks i nukleus, som aktiverer transskribering af Wnt-targetgener. Når APC 
genintroduceres, dissocieres β-catenin-TCF-komplekset og transskriptionen ophører. APC 
regulerer således β-catenin-TCF-komplekset, der ureguleret kan lede til malign vækst (Korinek et 
al, 1997). 
 
Andre komponenter i Wnt-signalvejen kan ligeledes have indflydelse på aktivitet og proliferation 
ved ændret funktion. Pinto et al (2003) viste, at ekspression af Wnt-inhibitoren Dickkopf-1, Dkk-1, 
resulterer i stærkt reduceret epitelproliferation i tarmen hos mus, mens Korinek et al (1998) viste, 
at et knock-out af TCF4 i mus resulterede i ufuldstændigt epitel i tyndtarmen ved fødslen og en total 
mangel på deling af cellerne i krypterne. Musene med knock-out af TCF4 døde 24 timer efter 
fødslen og var således ikke levedygtige med mangel på TCF4. Heraf foreslås det, at TCF4 som 
komponent i Wnt-signalvejen er essentiel for opretholdelse af stamceller i tyndtarmen. Aktiviteten 
af TCF4 i humane epitelceller med mutationer i APC kan bidrage til den maligne udvikling i 
tyndtarmen ved at opretholde stamcellernes egenskaber (Korinek et al, 1998). Wnt-signalering har 
en fundamental rolle for regulering af tarmens homeostase og en ukontrolleret Wnt-signalering kan 
derfor være en vigtig årsag til udvikling af adenomer og karcinomer i tyndtarmen (Pinto et al, 2003; 
Fevr et al, 2007).  
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5.2 Studier af Lgr5 
Lgr5 har en indvirkning på regulering af Wnt-signalvejen og dermed regulering af 
cellepopulationen. Barker og kolleger (2007) påviste Lgr5 som et targetgen for Wnt-signalvejen 
gennem et forsøg, hvor de inducerede en inhibering af Wnt-signalvejen i humane koloncancer 
cellelinjer (Barker et al, 2007). Forsøgets resultater viste, at uden Wnt-signaler, var der ingen 
ekspression af Lgr5. De analyserede yderligere ekspressionen af Lgr5 hos mus i forskellige 
livsstadier. Før fødslen kunne der ses et komplekst udtrykkelsesmønster af Lgr5 i hele organismen, 
hvilket indikerer tilstedeværelse af Lgr5 i embryonale stamceller. Udtrykkelsen efter fødslen var 
mindsket i næsten alle væv (Barker et al, 2007). Det  kan derfor formodes, at Lgr5 har en 
betydningsfuld medvirken i udviklingen af organismen. Et studie af Morita et al (2004) understøtter 
den essentielle betydning af Lgr5 på baggrund af en undersøgelse af Lgr5-nul-fænotyper hos mus. 
Her kunne det observeres, at musene døde kort efter fødslen (Morita et al, 2004).  
Barker og kolleger (2007) så, at Lgr5-udtrykkelsen i kolon hos voksne mus udelukkende forekom i 
bunden af krypterne (Figur 9). Eftersom stamceller er lokaliseret her, antages det, at stamceller 
udtrykker Lgr5 (Barker et al, 2007).  
 
 
 
Barker og kolleger (2007) kunne endvidere underbygge Lgr5+-cellers stamcellepotentiale i 
tyndtarmens krypter ud fra proliferationsmarkøreren Ki-67. Det kunne ses, at Lgr5+-celler deler 
sig aktivt og en yderligere undersøgelse viste, at Lgr5+-celler i kryptens bund genererer alle 
epitellagets celler over en periode på 60 dage i mus (Barker et al, 2007). Cellernes afstamning blev 
undersøgt ved en farvning af Lgr5+-celler med efterfølgende observationer af farvens distribuering 
efter en, fem og 60 dage (Figur 10). Differentieringsmønstret viste, at alle celletyper i det 
Figur 9 Udtrykkelse af Lgr5 i kolon hos mus. Lgr5-udtrykkelse ses med blåt i bunden af krypterne, hvilket indikerer, at 
Lgr5+-stamceller primært findes i bunden af krypterne. Den indrammede del af billedet i a er vist i forstørret udgave i b 
(Barker et al, 2007). 
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intestinale epitelium stammer fra Lgr5+-stamceller (Barker et al, 2007). Gerbe et al (2011) 
bekræfter desuden Lgr5+-cellers stamcellepotentiale. 
 
 
 
5.3 R-spondin1 
I 2011 foreslog tre forskningsgrupper, at R-spondin1 er liganden til Lgr5 (Carmon et al, 2011; 
Glinka et al, 2011; de Lau et al, 2011). Der findes fire medlemmer af R-spondin-familien: R-
spondin 1-4 (Kamata et al, 2004; Kazanskaya et al, 2004; Kim et al, 2006; Review: de Lau et al, 
2012). Liganderne aktiverer Lgr5-receptorerne og Lgr5-R-spondin1-komplekset internaliserer, 
hvormed et signal sendes, som kraftigt øger aktivering af Wnt-signalvejen (Carmon et al, 2011). 
Wnt-signalvejen aktiveres allerede ved tilstedeværelsen af Wnt-ligander, men Lgr5-R-spondin1-
komplekset medvirker til at øge aktiveringen yderligere (Figur 11) (Carmon et al, 2011). 
 
 
 
 
 
 
Figur 10 Histologiske analyser af epitelcellernes afstamning i kolon. Figuren viser, at Lgr5+-celler, der er placeret i 
bunden af krypterne (blå), er ophav til alle cellerne i epitellaget. Observationerne er foretaget efter forskellige tidsintervaller: a 
efter en dag, b efter fem dage og c efter 60 dage. Efter 60 dage er alle cellerne blå, hvilket indikerer, at Lgr5+-celler har delt sig 
og produceret epitelets nye celler (Barker et al, 2007).  
Figur 11 Wnt-signalvejen med Lgr5 og liganden R-spondin1. a Når R-spondin1 
ikke er til stede, men Wnt-ligander er, kan Frizzled bindes til LRP og Wnt-signalvejen 
aktiveres. b Når R-spondin1 associeres med Lgr5 og Wnt-ligander med Frizzled, bindes 
begge ligand-receptor-komplekser til LRP, som fosforyleres og Wnt-signalvejen potentieres 
(Egenproduktion, inspireret af Review: Schuijers & Clevers, 2012) 
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Carmon et al (2011) viste, at Lgr5 binder til R-spondin1. Bindingen af R-spondin1 til Lgr5 fremmer 
fosforylering af Lrp6, en co-receptor fra familien LRP og aktiverer yderligere Wnt-signalvejen. Ved 
overudtrykkelse af Lgr5 så de, at β-catenin-niveauerne i cellen faldt efter et stykke tid og Wnt-
signaleringen ophørte (Carmon et al, 2011). 
For at undersøge funktionen af R-spondin1, udnyttede Kim et al (2005) en knock-in allel, der 
udtrykker det humane protein R-spondin1 i mus. Resultaterne viste, at der skete en massiv 
forøgelse af vævet i tyndtarmen og kolon. Der blev set en hyperproliferation, som førte til en 
fordobling i diameter, en vægtforøgelse af tyndtarmen og 25 % forøgelse i længden af kolon. 
Hyperprolifererende celler befandt sig i forstørrede krypter med øgede mængder nukleært β-
catenin. Tilstedeværelsen af det stabile β-catenin underbygger, at R-spondiner har en aktiverende 
effekt på Wnt-signalvejen (Kim et al, 2005).  
 
For at undersøge Lgr5-receptorens indvirkning på Wnt-signalvejen, undersøgte de Lau og kolleger 
(2011) en in vivo deletion af APC og en Lgr5-knock-out model i mus. Når APC deleteres, forbliver β-
catenin stabilt og opregulerer transskriptionen af stamcellerelaterede Wnt-targetgener (Figur 7 i 
afsnit 4.4). Knock-out modellen af Lgr5 viste, at de gener, der opreguleres ved mangel på APC, i 
høj grad sammenfalder med de gener, som nedreguleres i Lgr5-knock-out mus. Resultaterne 
understøtter, at Lgr5 har en indvirkning på Wnt-signalvejen (de Lau et al, 2011). de Lau og 
kolleger (2011) testede dernæst om Lgr5 kunne være en receptor for R-spondin1. De så, at en 
binding af R-spondin1 til Lgr5 opregulerede transskriptionen af Wnt-targetgener gennem Frizzled-
LRP-komplekset (de Lau et al, 2011).  
 
5.4 Lgr5 og cancer 
Lgr5 og Wnt-signalvejen kan muligvis danne baggrund for udvikling af metoder til prognosticering 
og behandling af koloncancer (Review: Haegebarth & Clevers, 2009).  
Wu et al (2012) analyserede kolorektale karcinomprøver og konkluderede, at Lgr5-ekspression er 
positivt korreleret med en stigning i Ki-67-udtrykkelse. Ki-67-udtrykkelsen påviste aktiv 
proliferation af Lgr5+-celler, hvorfor det kan forventes at Lgr5 har en indvirkning på proliferation i 
cancer.  
Det er observeret, at Lgr5-udtrykkelsen desuden har en positiv korrelation til udviklingen af TNM-
stadier, således at et mere fremskredent stadie har et højere niveau af Lgr5-udtrykkelse (Wu et al, 
2012). Wu et al (2012) så, at den gennemsnitlige overlevelsestid for Lgr5+-patienter (39,5 
måneder) var signifikant kortere end for Lgr5--patienter (95,6 måneder). 5-årsoverlevelsen var 
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83,3 % for Lgr5--patienter, mens den for Lgr5+-patienter kun var 24,1 % (Wu et al, 2012). Lgr5+-
patienter kan ifølge disse resultater formodes at have en dårligere prognose.  
 
Takahashi og kolleger (2011) så en sammenhæng mellem høj Lgr5-ekspression og metastaser i 
lymfeknuder og lever. Lgr5-ekspressionen blev desuden vurderet i forhold til patientens overlevelse 
(Takahashi et al, 2011). Resultaterne viste ingen signifikant sammenhæng mellem Lgr5-
ekspressionen og patientens overlevelse. (Takahashi et al, 2011). Resulaterne fra Takahashi og 
kolleger er således ikke i fuldstændig overensstemmelse med resultaterne fra Wu og kolleger 
(2012).  
Takeda og kolleger (2011) udførte en immunohistokemisk analyse af Lgr5-ekspression i forskellige 
stadier af adenomer og karcinomer. Resultaterne viste hverken en signifikant sammenhæng mellem 
Lgr5-ekspression og tumorstadiet eller mellem Lgr5-ekspressionen og TCF4- og β-catenin-
udtrykkelsen i kolorektale tumorer. Det skal bemærkes at Takeda og kolleger (2011) anvendte 60 
prøver, hvorimod Wu og kolleger (2012) medtog 192 og Takashi et al (2011) 180. Forskelle i antal 
prøver kan påvirke forsøgenes resultater, da de statistiske beregninger, som benyttes, er sårbare 
overfor udsving i antal observationer. Resultaterne fra Takahashi et al (2011) og Wu et al (2011) 
kan underbygge brugen af Lgr5 som en prognostisk markør til at estimere overlevelsesraten. 
 
I kontrast til resultater af Wu og kolleger (2012), har Walker et al (2011) påvist en sammenhæng 
mellem Lgr5-ekspression i enkelte celler og mindsket tumordannelse. Resultaterne viste, at 
kolorektalcancer hvor Lgr5 var deleteret, gjorde cancercellerne mere invasive. Cellerne udviklede 
desuden en bedre evne til at gro uafhængigt af nichen, hvilket øgede tumordannelsen. Omvendt 
viste overudtrykkelse af Lgr5 større adhesion af celler og reduceret mulighed for selvfornyelse samt 
tumordannelse (Walker et al, 2011). Eftersom Wnt-signalvejen er en proliferationssignalvej, kan 
det forventes, at øget aktivitet af Wnt-signalering leder til yderligere proliferation. Det skal dog 
påpeges at studiet ikke har anvendt primære cellelinjer, hvilket kan påvirke resultaterne, da 
cellelinjerne kan have erhvervet flere mutationer med tiden. Der er derfor mulighed for at cellerne 
ikke er repræsentative for koloncancerceller.  
 
Kleist og kolleger (2011) undersøgte en mulig sammenhæng mellem stamcellelignende cancerceller 
og den metastatiske proces i kolorektalcancer. Ved at anvende immunohistokemi undersøgte de 
Lgr5-udtrykkelsen i 89 tumorer og 31 fjernmetastaser. Lgr5 var udtrykt i 92 % af 
primærtumorerne og i 51 % af fjernmetastaserne. Der var en sammenhæng mellem Lgr5-
ekspression i primærtumoren og den korresponderende fjernmetastase, hvilket tyder på en 
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sammenhæng mellem Lgr5+-cancerstamceller og den metastatiske proces. Det sås desuden, at 
metastaser, der havde oprindelse i Lgr5+-primæretumorer, indeholdt mere Lgr5 end metastaser fra 
primærtumorer uden udtrykkelse af Lgr5. Dette blev dog kun observeret for stadie III og IV 
tilsammen. Prøver fra stadie III og IV hver for sig havde ingen signifikant sammenhæng mellem 
Lgr5-udtrykkelse i primærtumorer og i metastaser.  
Nakanishi og kolleger (2013) undersøgte anvendelsen af difteritoksin mod cancerstamceller i 
tyndtarmen i mus. Musene udtrykte både Lgr5 og cancerstamcellemarkøren doublecortin-like 
kinase 1, Dclk1. Dclk1 er foreslået som markør udelukkende for cancerstamceller. Celler, der er 
positive for begge markører, kan ifølge studiet, behandles med difteritoksin og hermed forårsage 
tumorregression (Nakanishi et al, 2013). Resultaterne viser, at det er muligt at undertrykke 
cancerstamceller specifikt uden tilsyneladende at ramme almindelige stamceller. Det skal dog 
påpeges, at musene i forsøget havde en bestemt mutation i APC, der medfører at de udvikler flere 
adenomer i tyndtarmen. Brug af APC-mutationen kan betyde, at afvigelser mellem cancerceller i 
humancancer og de adenomer, som toksinet er testet på, ikke kommer til udtryk. Nakanishi et al 
(2013) foreslår at samme metode kan benyttes for andre stamcellemarkører. Det er endnu for 
tidligt at udelukke, at andre celler bliver påvirket af toksinet. 
 
Lgr5+-cancerstamcellers placering i forskellige stadier i udviklingen af koloncancer er undersøgt af 
Takeda et al (2011) og Takahashi et al (2011). Takahashi og kolleger (2011) undersøgte Lgr5-
udtrykkelsen i normalt væv, adenomer og karcinomer. I normalt væv blev Lgr5-udtrykkelsen 
observeret i bunden af krypterne, mens udtrykkelsen i adenomer kunne observeres i den yderste 
del af adenomet tættest på lumen. I karcinomer var Lgr5-udtrykkelsen primært ved lamina propria, 
hvor den har en invasiv front og ikke ved den luminale overflade af krypterne (Takahashi et al, 
2011). Takeda et al (2011) undersøgte udtrykkelsen af Lgr5 i normalt væv samt i forskellige stadier 
af tumorer ved hjælp af immunohistokemi. I det normale væv ses udtrykkelsen af Lgr5 i bunden af 
krypten. De to stadier af adenomer, der undersøges, betegnes henholdsvis low- og high-grade-
intraepithelial neoplasia, LGIN og HGIN. Ved LGIN ses udtrykkelsen af Lgr5 primært ved den 
luminale overflade og ikke nederst i krypten. I HGIN ses udtrykkelse af Lgr5 derimod i alle dele af 
krypten samt den luminale overflade (Takeda et al, 2011).  I karcinomer så Takeda og kolleger 
(2011), ligesom Takahashi et al (2011), at Lgr5 kun var udtrykt nederst mod lamina propria og ikke 
i den øvre del af krypten (Figur 12). De to studier stemmer dermed overens. 
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Figur 12 Lgr5-udtrykkelse i karcinogenese. I normalt væv er Lgr5+-stamceller placeret i bunden af 
krypterne, i LGIN ses de Lgr5-udtrykkende cancerstamceller ved den luminale overflade, i HGIN ses Lgr5-
cancerstamceller i hele krypten og i karcinomer ses Lgt5-cancerstamceller mod den invasive front, hvorfra de kan 
metastasere (Egenproduktion, inspireret af Takeda et al, 2011). 
 
Resultaterne fra Takahashi et al (2011) og Takeda et al (2011) underbygger en model for Lgr5+-
stamcellers placering i udvikling af karcinomer, introduceret af Shih et al (2001) kaldet top-down-
mekanismen. Den beskriver hvorledes cancerstamceller migrerer fra bunden af krypten mod lumen 
og dernæst mod bunden igen.  Top-down-mekanismen indebærer således, at cancerstamcellerne 
translokeres. Når tumoren bliver malign, befinder cellerne sig i den nedre del af krypten, hvorfra 
cancerstamcellerne har en invasiv front og har lettere adgang til blodbanen og metastasering (Tabel 
7) (Shih et al, 2001). 
 
Tabel 7 Top-down model for stamceller i stadier af kolorektal karcinoma (Shih et al, 2001). 
 
 
 
 
 
 
Top-down-mekanismen kan yderligere beskrives ved en opdeling af cancerstamceller i kolon. Disse 
betegnes stationære og mobile cancerstamceller (Brabletz et al, 2005). De stationære 
cancerstamceller er aktive i adenomer og i udviklingen til karcinomer, men er ikke i stand til at 
metastasere. De mobile cancerstamceller observeres i karcinomer mod kryptens bund i kolorektale 
tumorer, hvorfra de er i stand til at metastasere (Brabletz et al, 2005; Takeda et al, 2011).  
  
 Øvre krypt 
 
Nedre krypt 
Normalt væv Lav  Høj 
Adenoma Høj  Lav 
Karcinom Lav  Høj 
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6 Diskussion 
På baggrund af projektets analyse af studier kan der klassificeres to forskellige mekanismer, der 
forårsager ændringer i Wnt-signalvejen i koloncancer: Interne mekanismer og eksterne 
mekanismer. Ved interne mekanismer opstår en deregulering som følge af somatiske mutationer i 
et af signalvejens gener, eksempelvis APC eller β-catenin, hvilket påvirker cellens kontrol af 
signalvejen. Ved eksterne mekanismer, kan ekstracellulære signaler aktivere Wnt-signalvejen, uden 
somatiske mutationer i den enkelte celle. Dette kan opfattes som manglende kontrol af nichen. I det 
følgende beskrives primært de interne mekanismer.  
 
Indvirkningen af Lgr5 på udviklingen af koloncancer 
Overudtrykkelsen af Lgr5 kan komme til udtryk på følgende to måder: Enten udtrykker flere celler 
end normalt Lgr5, eller enkelte celler udtrykker hver et forhøjet niveau af Lgr5. Hvis et øget antal 
celler udtrykker samme mængde Lgr5, kan det overvejes, om Lgr5 har den samme funktion i 
cancerstamceller som i stamceller. Forhøjet Lgr5-udtrykkelse i hver enkelt celle kan derimod 
antages at forårsage en ændring af cellens opførsel og Lgr5-udtrykkelsen har da muligvis en ændret 
funktion i den interne kommunikation i cellen.  
 
Da Lgr5 både er en receptor og et targetgen for Wnt-signalvejen, er det interessant at undersøge, 
om der er et kausalt forhold mellem transskribering af Lgr5 og aktivering af Wnt-signalvejen. Vil 
der være øget aktivitet af signalvejen ved øget transskription af Lgr5?  Er Lgr5-overudtrykkelse 
årsagen til abnorm vækst i koloncancer? Eller er abnorm vækst årsag til forhøjet antal Lgr5-
udtrykkende celler? Hvis abnorm vækst er årsag til Lgr5-overudtrykkelse, ses det i kraft af et øget 
antal cancerstamceller. 
  
Proteinmarkører forventes at have en vigtig funktion for cellers biologiske processer (Carmon et al, 
2011). Det kan derfor hypoteseres, at Lgr5-overudtrykkelse har en funktion i udviklingen af cancer. 
Funktionen af forskellige ekspressionsniveauer af Lgr5 kunne med fordel undersøges ved en Lgr5-
mutant, for at fastlægge stadig uklare konsekvenser af Lgr5-udtrykkelse. 
Da Lgr5 er receptor for en signalvej, der initierer transskriptionen af Lgr5, forventes det, at der er 
en selvkontrol af signalvejen. Det indikeres af studier, der observerede, at en stimulering af 
overudtrykkende Lgr5-celler ikke medfører højere niveauer af frit β-catenin i nukleus (Carmon et 
al, 2011). Carmon et al (2011) foreslår to mulige forklaringer på sammenhængen mellem Lgr5-
overudtrykkelse og justering af Wnt-signalvejen: Enten udvikler Lgr5-overudtrykkende celler en 
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lavere sensitivitet over for R-spondin1, eller signalvejen har en negativ feedbackmekanisme på den 
aktiverende effekt af Lgr5. Hvis Wnt-signalvejen reguleres ved overudtrykkelse af Lgr5, er det et 
argument for, at cancerstamceller ikke udtrykker mere Lgr5 i den enkelte celle.  
Det er vist, at forøgede mængder Lgr5 i cancerceller reducerer deres mulighed for selvfornyelse og 
medfører mindre metastasepotentiale, hvilket reducerer tumordannelsen (Walker et al, 2011). 
Studiet af Walker et al (2011) bekræfter, at enkelte cancerstamceller ikke overudtrykker Lgr5. En 
kontinuerlig udtrykkelse af Lgr5, til forskel fra en overudtrykkelse, kan tænkes at være essentiel for 
cancerstamceller, da de dermed kan bibeholde stamcellepotentiale og proliferationsmønster. 
Resultaterne indikerer at Lgr5-overudtrykkelse i hver enkel celle ikke leder til karcinogenese. 
Relationen mellem Lgr5, Wnt-signalvejen og proliferation er sammenfattet i Figur 13. 
  
 
Figur 13 Sammenhængen mellem Lgr5, Wnt-signalvejen og proliferation. Lgr5 kan forstærke aktiveringen 
af Wnt-signalvejen. Da Lgr5 er et targetgen for Wnt-signalvejen, transskriberes Lgr5 ved aktivering af Wnt-signalvejen 
og den øgede mængde Lgr5 har muligvis en hæmmende funktion på signalvejen (stiblet linje). Således opfattes 
signalvejens selvkontrol. Der sker en regulering af proliferation gennem regulering af Wnt-signalvejen, da signalvejen 
promoverer proliferation (Egenproduktion). 
 
Walker og kolleger (2011) observerede, at et knockdown af Lgr5 i kolorektalcancerceller medførte 
en mere invasiv opførsel end Lgr5-overudtrykkende kolorektalcancerceller. Resultaterne er et 
argument for, at Lgr5-overudtrykkelsen begrænser cancercellerne ved at hæmme migration. 
Konklusionen er baseret på den præmis, at mere migrerende cancerceller opfattes som værende 
mere maligne. At et knockdown af Lgr5 fører til mere maligne cancerceller, stemmer ikke overens 
med resultater fra Wu og kolleger (2012). Som beskrevet så Wu et al (2012) en positiv korrelation 
mellem Lgr5-udtrykkelse og tumorstadie. Yderligere så Kleist et al (2011) en sammenhæng mellem 
Lgr5-udtrykkelse i primærtumorer og fjernmetastaser, hvilket indikerer Lgr5+-cancerstamcellernes 
metastasepotentiale.  Differentiering af normale stamceller i krypten leder til tab af Lgr5 i takt med, 
at cellerne udvikles fra progenitorceller til fuldt differentierede celler. De differentierende celler 
migrerer mod lumen, hvorfor der muligvis er en sammenhæng mellem tab af Lgr5-udtrykkelse og 
tilegnelse af evnen til at migrere. Det kan derfor hypoteseres, at Lgr5--cancerceller er et udtryk for, 
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at cancercellerne imiterer differentierede epitelceller. Tab af Lgr5 kan dermed øge 
migrationspotentialet, men ikke nødvendigvis metastasepotentialet.  
 
Prognose og behandling 
Lgr5-udtrykkelse kan variere i tumorvæv i udviklingen fra adenom til karcinom ifølge top-down-
mekanismen. En variation kan yderligere ses i antallet af celler, der udtrykker Lgr5 (Takahashi et al, 
2011; Takeda et al, 2011; Wu et al, 2012). Det er både vist, at Lgr5-udtrykkende celler er mest 
fremtrædende ved senere stadier i tumorudviklingen (Wu et al, 2012), samt at der ingen signifikant 
sammenhæng er mellem Lgr5-udtrykkelse og TNM-stadie (Takeda et al, 2011). Hertil bør antallet 
af undersøgte patienter tages i betragtning. Takeda og kolleger (2011) har undersøgt 60 patienter, 
hvorimod Wu og kolleger (2012) har undersøgt 180 patienter. Resultaterne af Wu og kolleger 
(2012) foreslår, at Lgr5-overudtrykkelse vil lede til et mere fremskredent tumorstadie. Om 
overudtrykkelse af Lgr5 samtidig leder til dårligere overlevelse blev undersøgt af Wu et al (2012) 
og Takahashi et al (2011), som fandt modstridende resultater. Overlevelsesraten kan derfor ikke 
forudsiges på baggrund af Lgr5-udtrykkelse. Det ville derfor være fordelagtigt at forske yderligere 
i, hvorledes Lgr5-udtrykkelsen er relateret til patientoverlevelse. Studier der undersøger 
patientoverlevelse kræver flere års udførsel, hvilket kan være en udfordring, hvis der skal udføres 
flere undersøgelser før markøren kan anvendes til prognosticering. 
 
I overensstemmelse med top-down-mekanismen (Shih et al, 2001) viser studier, at distributionen af 
Lgr5+-celler kan relateres til udvikling af koloncancer (Takahashi et al, 2011; Takeda et al, 2011). 
Således fremlægges en opfattelse af, at den ændrede position af Lgr5+-celler har en relation til, hvor 
fremskreden canceren er. Ses Lgr5+-celler tættere ved lumen er tumoren endnu benign, mens 
forekomst af Lgr5+-celler ved bunden af krypten ses i tumorer, der er blevet, eller er ved at blive, 
maligne (Takeda et al, 2011). Dette er en interessant observation i forhold til at kunne 
prognosticere og behandle mere effektivt. Hvis benigne tumorer kan opdages og fjernes inden de 
muterer yderligere og udvikler maligne karakteristika, kan man potentielt undgå at canceren 
videreudvikles. Under den forudsætning at Lgr5+-cancerstamceller er dem, der nærer tumoren og 
giver ophav til nye, er det især disse celler, det er fordelagtigt at fjerne. En interessant observation 
er, at det ikke nødvendigvis er alle cancerstamceller, der har evnen til at migrere og metastasere. 
Teorien om cancerstamceller kan måske være en for simpel model til at beskrive de 
vandringsmønstre som Lgr5-cellerne viser under udviklingen af cancer. Brabletz et al (2005) 
foreslår, at cancerstamceller kan være enten mobile eller stationære. Det er således de stationære 
cancerstamceller, der befolker den benigne tumor, mens det er mobile cancerstamceller, der kan 
 33 
 
migrere og initiere nye metastaser, hvorfor de kan forekomme ved lamina propria (Brabletz et al, 
2005). Begge typer er kontinuerligt tilstede i maligne tumorer (Takeda et al, 2011).  Dette giver 
mulighed for at efterforske nye måder at undersøge udviklingen af cancerstamceller på. Hvis 
stationære Lgr5+-cancerstamceller er i den luminale del af tumorer i kolon, mens de mobile er 
forbeholdt bunden, vil denne fordeling kunne bruges til at prognosticere mere præcist. 
 
Når nye behandlingsmetoder indenfor cancer udvikles, er det vigtigt at vurdere, hvordan 
behandlingen kommer til at påvirke normale stamceller og progenitorceller, da disse er mere 
sårbare end cancerstamcellerne (Review: Jordan et al, 2006). Hvis en eventuel behandling af 
koloncancer udføres ved at eliminere Lgr5-udtrykkende cancerstamceller, bør det overvejes, om 
andre celler end Lgr5+-cancerstamceller tager skade af behandlingen. Lgr5 udtrykkes naturligt i 
forskellige væv, heriblandt kolon (Review: Haegebarth & Clevers, 2009; Uchida et al, 2010), 
hvorfor det er altafgørende at afdække konsekvenserne ved en eventuel behandling. Det er set, at 
tumorregression i mus er mulig ved anvendelse af Dclk1 i kombination med Lgr5. Tilsyneladende 
kan det sammensatte target med difteritoksin muliggøre specifik eliminering af cancerstamceller 
uden at ramme det almindelige væv i tyndtarmen (Nakanishi et al, 2012). Den traditionelle 
behandling af tumorvækst gennem targeting af de stærkt prolifererende celler påvirker proteiner, 
der optræder i cellecyklen (Review: Jordan et al, 2006). En mulig behandling kan derfor med fordel 
være uafhængig af proteinerne i cellecyklen og undgå at skade normale stamceller samt 
progenitorceller.   
 
På baggrund af Lgr5+-cancercellers distribuering gennem tumorstadier og patientoverlevelse, kan 
Lgr5 potentielt anvendes som en markør for bestemmelse af tumorens stadie samt 
patientoverlevelse. En fremtidig metode til prognosticering kan således være, at tumorvæv 
undersøges for Lgr5-udtrykkelse, både intensitet og placering, som en del af den diagnostiske 
udredning.  
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7 Konklusion 
På baggrund af undersøgelsen af hvilken indvirkning Lgr5+-cancerstamceller har på udvikling af 
koloncancer gennem Wnt-signalering kan følgende konklusioner udledes. Lgr5+-cancerstamcellers 
reaktioner på overudtrykkelse af Lgr5 øger tilsyneladende ikke cancerstamcellernes invasive 
egenskaber eller metastasepotientiale. Deraf kan det formodes, at cancerstamceller ikke udtrykker 
højere niveauer af Lgr5 end normale stamceller. De rapporterede høje Lgr5 niveauer i tumorer ses 
sandsynligvis i stedet som et øget antal cancerstamceller.  Det kan antages at Wnt-signalvejen er 
under selvkontrol, hvor en overudtrykkelse af Lgr5 nedregulerer aktiviteten af signalvejen. Det er 
derfor plausibelt at Lgr5-udtrykkelsen, gennem Wnt-signalvejen, bibeholder cancerstamcellerne i 
et stadie, hvor de kontinuerligt kan bidrage til og nære tumorer. Lgr5-udtrykkelsen og ikke 
overudtrykkelsen, understøtter dermed den enkelte cancerstamcelles stamcellegenskaber og 
dermed understøttes tumoren af Lgr5-udtrykkelse.   
 
Under udviklingen af karcinomer tilegner cancerstamceller sig muligvis gradvist egenskaber til at 
kunne migrere og metastasere. Lgr5-udtrykkelse ses derfor i tidlige såvel som i senere stadier af 
cancer, mens positionen af de Lgr5-udtrykkende cancerceller sandsynligvis er specifik for stadiet af 
cancer. Således kan tumorudvikling følge top-down-mekanismen, der indebærer, at tidlige 
adenomer har Lgr5+-celler beliggende tættere ved den luminale del af kolon, mens sene adenomer 
og karcinomer har Lgr5+-celler tættere ved lamina propria, hvorfra de kan metastasere.  
Under forudsætning af, at udviklingen af cancer følger top-down-mekanismen, kunne der udvikles 
prognostiske metoder, der indbefatter en farvning af bortopererede tumorer og en bestemmelse af, 
hvor i vævet Lgr5-udtrykkelsen ses. Det kan endnu ikke siges, om Lgr5-udtrykkelsen påvirker 
patientoverlevelse. Hvis Lgr5 skal kunne bruges til behandling, vil det være fordelagtigt at 
undersøge muligheder i et sammensat target, da Lgr5 ikke udelukkende er markør for 
cancerstamceller. Det kunne tænkes, at andre markører i kombination med Lgr5 kunne ramme 
mere specifikt og derved forårsage mindre skade på vævet i kolon.  
Slutteligt kan det konkluderes at videre studier inden for området vil kunne medvirke til 
bestemmelse af den eksakte indvirkning af Lgr5 på udviklingen af koloncancer, før markøren kan 
anvendes til prognose og behandling.  
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8 Perspektivering 
Yderligere undersøgelser er nødvendige for at afdække potentialet i cancerstamceller. Et vigtigt 
element for udviklingen af cancer er tilsyneladende stamcellenichen. Der er endnu ikke definitive 
indicier på hvorvidt og hvorledes nichen påvirker udviklingen af cancer, men flere studier indikerer, 
at placering og aktivitet af tumorer afhænger af nichen (Reviews: Morrison & Spradling, 2008; 
Borovski et al, 2011).  
Debatten tydeliggøres gennem modstridende resultater fra studier af Sato et al (2011) og Kim et al 
(2011). Sato et al (2011) påviste Lgr5+-stamcellers afhængighed af tilstødende panethceller in vitro. 
Her skal bemærkes, at der i studiet bliver lagt vægt på stamcellernes afhængighed af de signaler, 
som panethcellerne er ansvarlige for at formidle. Kim et al (2012) argumenterer derimod for, at 
panethceller er ubetydelige som signalmolekyle-mediatorer. De udførte et forsøg med mus, der på 
trods af mangel på alle intestinale sekretionsceller, deriblandt panethceller, alligevel havde 
prolifererende Lgr5+-celler, en opretholdelse af Wnt-signalering og en opretholdelse af krypterne. 
Det kunne være oplagt at undersøge hvilke andre kilder til Wnt-signalmolekyler end panethceller, 
der findes i kolon. Nichers signaler og funktion er ikke forstået til bunds og det er derfor ikke 
muligt at afgøre nichens betydning for cancerstamceller i koloncancer (Schuijers & Clevers, 2012). 
Det kunne derfor være relevant at undersøge om liganderne Wnt og R-spondin1, der aktiverer 
Wnt-signalvejen, er overudtrykt i koloncancer og eventuelt hvilke celler, der overudtrykker dem. 
Nichens funktion og betydning ville således være et aktuelt emne for fremtidige undersøgelser.   
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10 Appendix - Kolon 
Kolon strækker sig fra tyndtarmen og frem til rektum. Den indbefatter cøkum, kolon og rektum. 
Kolon udgør den største del heraf og er endvidere delt op i fire områder: Opadstigende kolon, 
tværgående kolon, nedadgående kolon og s-formet kolon (Seeley et al, 2006), se Figur 14. 
 
 
 
Kolonvæggen har fem lag. Det inderste lag er epitellaget, som består af epitelceller der dækker 
overfladen og krypterne (Figur 15) (Alberts, 2008). Udenom epitellaget er et bindevæv, som 
kaldes lamina propria. Laget indeholder blod, lymfe, stroma celler og hvide blodceller. Tilsammen 
kaldes epitellaget og lamina propia for mucosa. Udenom mucosa er submucosa, der består af 
bindevæv og indeholder blod- og lymfekar og kan desuden indeholde fedtvæv. Dernæst kommer et 
muskellag med både tværgående og længdegående muskulatur. Dette lags funktion er at skubbe den 
delvist fordøjede mad, chymus, fremad i tarmen. Det yderste lag er bindevævslaget serosa, der 
omgiver og beskytter tarmen.  
 
 
Figur 14 Anatomien af kolon. Kolon 
består af cøkum, overgangen fra tyndtarmen til 
kolon, opadstigende kolon, tværgående kolon, 
nedadgående kolon, s-formet kolon, rektum 
og den anale kanal. Modificeret figur fra Seeley 
et al, 2006. 
Figur 15 Lag i kolon. Kolon opdeles i fire 
lag: Det inderste lag kaldes epitelet, som er 
slimhinden. Næste lag er submucosa, derefter 
muskulaturen, både længdegående og 
tværgående. Yderst ligger det beskyttende 
bindevævslag, serosa. Kolon har mange 
fordybninger som kaldes krypter (Modificeret 
fra Seeley et al, 2006). 
